










































































































































































































































































































































































































































































































(KH7),  with  progesterone  (P4)  with  and  without  the  SACY  inhibitor  (KH7),  and  with 
vehicle control (DMSO). 
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  DMSO  CaI  SP6  DMSO  CaI  SP6 
Percentage of 
acrosomal 
exocytosis 
(mean±SEM) 
19.18 
 ±3.7 
38.75 
±7.9 
23.73 
±5.4 
19.38 
±1.5
a 
37.90 
±2.2
b 
32.98 
±3.5
c 
a,b,c Within incubation time and condition, different superscripts denote significant 
differences (P<0.05)  
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Discussion 
This study seeks to investigate the pathways that support acrosomal exocytosis 
in stallion sperm. Therefore, using a specific inhibitor or activator we study the role of 
SACY and PKA in this process, respectively. Previous studies have shown that both SACY 
and PKA play a role in promoting capacitation, a prerequisite for acrosomal exocytosis; 
in particular, these enzymes are important for supporting capacitation‐related protein 
tyrosine phosphorylation (Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 1995b; Pommer et al., 
2003; Hess et al., 2005). However, their roles in promoting acrosomal exocytosis have 
not been clearly defined. 
SACY Activity may Not be Required for Acrosomal Exocytosis 
We first investigated the role of SACY by using a specific synthetic inhibitor (KH7; 
Hess et al., 2005). Interestingly, KH7 was able to inhibit progesterone‐induced 
acrosomal exocytosis, but did not affect rates of acrosomal exocytosis when CaI was 
used as an inducer. In this regard, CaI is a compound that creates pores in the cell 
membrane that are specific for divalent cations such as calcium, causing a net increase 
in intracellular calcium (Luckasen et al., 1974). Calcium is required for the activation of 
SACY ( Hyne and Garbers, 1979), and ultimately, for acrosomal exocytosis (Yanagimachi, 
1994). We hypothesize that the inability of KH7 to abrogate rates of CaI‐induced 
acrosomal exocytosis may be due to the fact that the ionophore is able to override the 
requirement for SACY activation, owing to a non‐physiological role in inducing 
acrosomal exocytosis. This result is consistent with studies that have shown that SACY‐ 
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null sperm show rates of acrosomal exocytosis similar to wild‐type sperm when 
challenged with CaI (Hess et al., 2005). 
Conversely, KH7 did reduce rates of progesterone‐induced acrosomal exocytosis, 
albeit not to control (DMSO‐treated) levels.  Because progesterone is considered a 
physiological inducer of acrosomal exocytosis, this suggests that cAMP production by 
SACY is required for acrosomal exocytosis in stallion sperm.  Inconsistent with this 
assumption however, SACY‐null sperm achieve rates of acrosomal exocytosis 
comparable to wild‐type sperm when challenged with solubilized ZP; moreover, in this 
study, rates of acrosomal exocytosis in wild‐type sperm were not lessened by incubation 
in the presence of KH7 (Hess et al., 2005).  As a potential explanation for the 
inconsistent results between this study and ours, one may argue that multiple molecular 
pathways are controlling acrosomal exocytosis.  For instance, a previous study shows 
that greater rates of acrosomal exocytosis have been achieved when both progesterone 
and bicarbonate are present in the incubating media than with either one alone (Rathi 
et al., 2003). Perhaps the use of KH7 in the present study blocked acrosomal exocytosis 
mediated by bicarbonate‐activated SACY, but did not completely block that induced by 
progesterone. In addition, one cannot discount the possibility of inherent differences 
between the species. 
Acrosomal Exocytosis is a PKA‐Dependent Process 
Since PKA is a logical downstream effector of SACY‐generated cAMP, we next 
used the PKA‐specific activator SP6 to investigate its role in acrosomal exocytosis. In a  
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capacitating medium, the use of SP6 as a cAMP analog resulted in rates of acrosomal 
exocytosis that were in between those achieved with CaI and the negative control 
condition. Therefore, these results support the notion that activation of PKA is playing a 
role in the induction of acrosomal exocytosis. While CaI was able to induce higher rates 
of acrosomal exocytosis than those achieved with SP6, it is possible that CaI is able to 
capture a higher percentage of sperm owing to its ability to induce a quasi‐non‐
physiological rise in intracellular calcium. More likely, other downstream effectors of 
cAMP may be playing a role in acrosomal exocytosis in a cooperative manner with PKA. 
In this regard, the recently discovered cAMP‐activated guanine nucleotide exchange 
factors (EPAC) have been shown to play a role in acrosomal exocytosis in human sperm 
(Branham et al., 2006). Therefore, following the argument above, it is likely that CaI is 
able to overcome for the activation of both PKA and EPAC in their role supporting 
acrosomal exocytosis. Ongoing work in our laboratory is investigating these possibilities.  
Future Directions 
Because previous research has proposed an important role for tmAC over SACY 
in supporting acrosomal exocytosis (Leclerc et al., 2004; Liguori et al., 2004; Livera et al., 
2005) and in our study inhibition of SACY only partially reduced rates of acrosomal 
exocytosis, this notion may require further investigation.  Therefore, in future studies, 
the effects of stimulating or inhibiting tmAC on acrosomal exocytosis could be compared 
to the effects of stimulating or inhibiting SACY.   
 
30
  Downstream from cAMP we show evidence herein that PKA is playing a role in 
the molecular pathways supporting acrosomal exocytosis. Nonetheless, owing to the 
newly discovered EPAC proteins and their potential role in acrosomal exocytosis in other 
species, this idea should be further explored. Therefore, future experiments should 
compare the ability of EPAC‐specific cAMP analogs to those specific for SP6 in their 
ability to induce acrosomal exocytosis. We suspect that EPAC and PKA are playing 
cooperative roles in the pathways leading to acrosomal exocytosis. 
Conclusion 
  The present study, in support of other research discussed along with this 
proposal, strongly suggests a role for PKA in the acrosome reaction of stallion sperm, 
but perhaps not for SACY.  In addition, this study supports the notion that a multiple‐
pathway mechanism is required to complete acrosomal exocytosis. Future studies 
should further investigate these possibilities.  
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